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Abstract of DE1 9853407 
The present invention relates to a method for 
adjusting the system parameters of a confocal 
laser-scanning microscope, wherein the 
adjustment of the system parameters is carried 
out using a control computer. The purpose of this 
invention is to provide a simplified and safer 
handling of the microscope. To this end, this 
method is characterised in that the user is guided 
by a dialog in which, when inputting at least one 
object parameter and/or at least one system 
parameter, said user is proposed adjustments for 
the other system parameters and/or the other 
system parameters are automatically adjusted. 
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© Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines Laserscanmikroskops 

© Ein Verfahren zur Einstellung der Systemparameter ei- 
nes vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops, wo- 
bei die Einstellung der Systemparameter fiber einen Steu- 
ercomputer erfolgt, ist zur einfachen und dabei sicheren 
Handhabung eines Laserscanmikroskops gekennzeichnet 
durch eine Benutzerfiihrung im Dialog, wobei dem Benut- 
zer auf Eingabe mindestens eines Objektparameters und/ 
oder mindestens eines ggf. auswahlbaren Systempara- 
meters Einstellungen der ubrigen Systemparameter vor- 
geschlagen werden und/oder die ubrigen Systemparame- 
ter automatisch eingestellt werden. 
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Beschreibung 

Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscan- 
mikroskops, wobei die Kinsrellung der Systemparameter iiber einen Steuercomputer erfolgt. 
5 Die Erfindung bezieht sich auf den Bereich der Laserscanmikroskopie, insbesondere auf den Bereich der konfokalen 
Lascrscanmikroskopic. Lascrseanmikroskope sind scit Jahrcn aus der Praxis bckannt. Lediglich beispiclhaft wird hierzu 
auf die DE 196 54 211 Al verwiesen. Konfokale Laserscanmikroskope erfordern vom Anwender hinreichende Kenntnis 
iiber die Bedienung eines solchen Laserscanmikroskops, namlich zur Einstellung der voneinander abhangigen und oft- 
mals audi einander entgegenwirkenden bzw. einander ausschlietienden Systemparameter. Dazu gehoren der Pinhole- 

10 durchmesser, die Hochspannung des Photomultiplier (PMT), die Laserleistung, etc. Zur optimalen Einstellung der Sy- 
stemparameter, insbesondere unter Bcriicksichtigung objcktspczifischcr Eigcnschaftcn, muB der Bcnutzer auf seine Er- 
fahrungen mil dem Umgang solcher Laserscanmikroskope zuruckgreifen. Jedenfalls ist es fur einen Benutzer bislang 
kaum moglich gewesen, optimale Aufnahmeergebnisse ohne umfassende einschliigige Erfahrung erzielen zu konnen. 
Insbesondere it" I linblick .ml die t]ii,inlil iiivc konlokjile I aserscanmikioskopic is! cine licnrleilung der ;in! genonime- 

15 nen Bilddaten bzgl. der Datenqualitat ein wichtiges Kriterium. Qualitatsmerkmal der Datenauftiahme kannbspw. das Si- 
gnal- Rausch-Vcrhaltnis odcr die crzicltc Auflosung sein. Daher ist cine optimale Datcn-Aufnahmcstrategie Voraussct- 
zung fiir die erfolgreiche quantitative konfokale Laserscanmikroskopie in der breiten Anwendung. 

Aufgrund der voranstehend genannten Komplexitat bei der Einstellung konfokaler Laserscanmikroskope werden die 
Betriebs- bzw. Systemparameter bei Laserscanmikroskopen von zalilreicben Benutzern nichl optima] eingestellt. Vor al- 

20 lem die Unkenntnis der teilweise sehr komplizierten Zusammenhange verschiedener optiscber und elektronischer Rand- 
parameter eines konfokalen Laserscanmikroskops sind die Ursache fiir eine bislang unzureicbende Bedienung. Erfolgt 
die Einslellung eines solchen Laserscanmikroskops aber nichl optimal, so liiBl sich cine Bildaufnahme nur milreduzier- 
ter Bildqualitat oder einer viel zu langen Einstellungsprozedur vor der eigentlichen Bildaufnahme vornehmen. Eine zu 
lange Einstellungsphase vor der eigentlichen Bildaufnahme reduziert jedoch die Effizienz eines solchen Mikroskops und 

25 fiihrt meist zu einem UbermaBigen VerschleiB der Laserlichtquelle und/oder der mit dem Laserlicht beaufschlagten Licht- 
leitfasern sowie moglicherweise zu einer Beeintrachtigung der Probe. 

Die bislang aus der Praxis bekannten Laserscanmikroskope sind insbesondere auch beim Einlernen neuer Benutzer 
problematisch, da stets Anweisungen und Hilfestellungen erfahrener Benutzer erforderlich sind. Jedenfalls ist es bislang 
seliwiorig, die optimale Nut/.uiig eines Lasei scaninikioskops antodidaktiscb zu erlernen. Viehnehr ist bei bislierigcn La- 

30 serscanmikroskopen eine auBerst lange Einlernphase mit der Hilfestellung erfahrener Benutzer zwingend erforderlich. 
Ein weiteres Problem aus der bisherigen Praxis istdarin zu sehen, dal.i /..ihlreichc I'luorcs/cn/objcklc mil sehr langen 
Einstellungsphasen ausbleichen. Da jedoch lange Einstellungsphasen meist nicht auszuschlieBen sind, ist die Anwen- 
dung der aus der Praxis bislang bekannten Laserscanmikroskope insbesondere bei biologischcn Probcn cingeschrankt 
und insoweit problenibehaftet. Grundsatzlich gilt es daher, die Zeitdauer zur optimalen Einstellung ganz erheblich zu re- 

35 duzieren. 

Angesichts der voranstehend genannten Probleme liegt dcrvorlicgcndcn Erfindung die Aufgahc /.ugninde, ein Verfah- 
ren zur Einstellung der Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops anzugeben, wobei die 
liinslellung der S\ slcmparamclcr iiber einen Steuercomputer erfolgt. Mil dicseni Verfahren soil eine sichcrc und dabei 
reproduzierbare Einslellung des Laserscanmikroskops moglich sein, und zwar unter Beriicksichtigung vorgebbarer Sy- 
40 slem-/Objekl parameter. 

Das erfindi ngs eniii VI rl'ahren lost die voranstehende Aufgahe durch die Mcrkinale des Palenlanspmches 1. Da- 
nach ist das Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops ge- 
kennzeichnet durch eine Benutzerfuhrung im Dialog, wobei dem Benutzer auf Eingabe mindestens eines Objektparame- 
lers und/oder mindestens eines ggf. auswahlbaren Syslemparanielers liinslellungen der ubrigen .Svsleni[)arameler vorge- 

45 schlagen werden und/oder die ubrigen Systemparameter automatisch eingestellt werden. 

ErfindungsgemaB isl erkannt worden, dafj eine Redu/.ieiiing dei /ui opiimalcn liinslellung erl'orderlichen Zeil nur 
dann - sinnvoll und dabei reproduzierbar - moglich ist, wenn eine Benutzerfuhrung im Dialog auf der Grundlage der 
nh;> sikahschen Zusammenhange bz.w. derl'ormeln aus dem Anhang erfolgt. Mit anderen Worten verfiigl der Steuercom- 
puter iiber eine entsprechende Software, die im Dialog eine Benutzerfuhrung generiert. Auf Eingabe mindestens eines 

50 Objektparameters und/oder gegebenenfalls eines auswahlbaren Systemparameters werden dem Benutzer Einstellungen 
der ubrigen Systemparameier vorgeschlagen. Nach Auswahl oder - ebenfalls wahlweise - automatisch werden die ubri- 
gen Systemparameter unter Zugrundelegung des softwaremaBigen Vorschlags eingestellt. Dabei ist wesentlich, daB im 
Dialog grundsatzlich eine quasi optimale Einstellung der Systemparameter vorgeschlagen wird. Je nach Auswahl eines 
einzelnen Systemparameters oder mehrerer Systemparameter werden die anderen Systemparameter auf die getatigte 

55 Auswahl angepaBt und erfolgt im Rahmen der Vorgabe bzw. der Vorgaben eine weiterreichende Optimierung. Gleiches 
gilt hinsichtlich der Objektparameter. 

In vorteilhafter Weise umfaBt das erfindungsgemaBe Verfahren die Moglichkeit, wonach auf Eingabe mindestens eines 
Objektparameters und/oder eines gegebenenfalls auswahlbaren Syslemparanielers und/oder mindestens einer definierba- 
ren Problemstellung betreffend die Bildaufnahme und/oder betreffend das aufzunehmende Objekt Optimierungspfade 

60 zur Systemeinstellung und/oder Autnahmestrategien vorgeschlagen werden. Insoweit umfaBt die Benutzerfuhrung ein 
quasi intelligentes System bzw. eine entsprechende Datenbank, die nach Vorgabe einzelner Objekt-/Systemparameter 
oder nach Vorgabe einer spezifischen Problemstellung Optimierungspfade zur Systemeinstellung bzw. Aufnahmestrate- 
gien vorschlagt. Der Benutzer kann dann unter Zugrundelegung seiner Vorgaben eine fiir seinen Bedarf optimale Auf- 
nahmestrategie auswahlen. 

65 Die vorgebbaren Systemparameter einer ausgewahlten Systemeinstellung oder Aufnahmestrategie konnen - wahl- 
weise - automatisch iiber die Benutzerfuhrung eingestellt werden, und zwar vorzugsweise nach einer vom Benutzer ein- 
zugebenden Bestiitigung. Eine Sicherheitsabfrage kann dabei vorgesehen sein. 

Im Dialog lassen sich zahlreiche Objekt-/Systemparameter (vor-)auswahlen. Dazu gehoren beispielsweise die aufzu- 
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nehmende Objektdimension, der aufzunehmende Objektbereich, die Anzahl der optischen Schnitte in bzw. durch ein Ob- 
jekr, die aufzunehmende Ohjekteigenschali, die Nachweismethode, etc. Bei den in Frage kommenden Nachweismetho- 
den kann es sich urn die Anwendung des Fluoreszenzverfahrens und des Refiexionsverfahrens handeln. An dieser S telle 
sei angemerkt, daB die Vorgabe der voranstehend genannten Parameter mittels freier Hingabe oder per Auswahl aus ei- 
nem vorgegebenen und gegebenenfalls vom Benutzer erweiterbaren Menil erfolgen kann. 5 

Des wcitcrcn ist cs moglich, daB im Dialog die die Vorrichtung bctrcffcndcn Parameter auswahlbar bzw. vorgebbar 
sind. So konnte die Verwendung ernes geeigneten Objektivs mil moglichst holier numeriseher Apertur zur Erzielung ma- 
ximaler Aufiosung vorgeschlagen werden, und zwar unter Zugrundelegung berei ai ge ihlterS; ten /( (hjektparame- 
ter. AuBerdem konnte im Dialog die mit dem ausgewahlten Objekliv maximal erzielbare Aufiosung mit.get.eilt werden. 
Unter Zugrundelegung bereits ausgewahlter bzw. ermittelter und gegebenenfalls bereits eingestellter Systemparameter to 
konnte die aktuell crrcichbarc Aufiosung mitgeteilt werden, urn namlich iibcrpriifen zu konnen, ob dicsc Aufiosung unter 
Zugrundelegung der vorgegebenen Systemparameter aueh tatsachlich ausreieht. Irisoweit konnte die Benutzerfiihrung 
allernalive Voreinstellungen vorschlagen, namlich zum Erreiehen einer hoheren Aufiosung. 

libenso ist. es denkbar, daB im Dialog die Anzahl der Pixel pro Bildebene vorgeschlagen wird. 

Die im Dialog einzugebende oder auszuwahlende Objekteigenschaft diem zur Ermittlung der optimalen Bestrahlungs- 15 
starkc, die cbenfalls im Dialog zur Einstcllung vorgeschlagen wird. Die optimalc Bcstrahlungsstarke bzw. Lascrlcistung 
-ebenfalls unter Zugrundelegung vorgebbarer Syslem-/Objekldaten - wird ebenfalls im Dialog vorgeschlagen. Des w ei- 
teren ist es denkbar, daB die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Laserleistung automatisch gegebenenfalls nach Freigabe 
durch den Benutzer - eingestellt wird. 

Zur Einstellung des Detektionspinhole-Durchmessers wird im Dialog ein optimaler Wert vorgeschlagen, bei dem die 20 
Aufiosung der Bildaufnahme bei noch brauchbarem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme maximal ist. Ebenso 
ist es denkbar, daB zur Einslellung des Detektionspinhole-Durchmessers ein optimaler Wert im Dialog vorgeschlagen 
wird, bei dem das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme bei noch brauchbarer Aufiosung der Bildaufnahme 
maximal ist. 

Wie bereits zuvor erwahnt, bietet die in erfindungsgemaBer Weise vorgesehene Benutzerfiihrung ganz erhebliche Vor- 25 
teile und Erleichterungen. So in weiter vorteilhafter Weise auch dahingehend, daB bei Vorgabe oder Veranderung minde- 
stens eines Systemparameters im Dialog all diejenigen Systemparameter mitgeteilt werden, die durch die Vorgabe oder 
Veranderung beeinfluBt werden. Mittels der Benutzerfiihrung kann im Dialog mitgeteilt werden, wie unter Zugrundele- 
gung der Vorgabe oder Veranderung von Parametern eine Bildaufnahme mil beslinogliclicr ISildqnalital realisierbar isl. 
Insoweit lassen sich vom Benutzer verschiedene Optimierungspfade auswahlen, und /.war tinier Zugrundelegung verge- so 
gebener Objekt-ASystemparameter und unter Zugrundelegung geanderter Objekt-/.Systetnparameler. 

In ganz besonders vorteilhafter Weise, insbesondere im Hinblick auf besondere Aufnahmetechniken bzw. im Hinblick 
auf bcsiiiiiinie Applikationcn, ist cs von ganz besondcrem Vortcil, wenn mindestens cin fur die Aufnahmc bzw. Applika- 
tion wichtiges Kriterium zu dessen Optimierung vorgebbar ist. Aufgruml dieser Vorgabe werden dann im Ralimen der 
Benutzerfiihrung die weiteren Systemparameter im Dialog vorgeschlagen und/oder moglicherweise nach Abfrage und 35 
benutzerseitiger Bestatigung - automatisch eingestellt. Bei dem vorgegebenen Kriterium konnte es sich beispielsweise 
urn das zu erzielende Signal-zu-Rausch-Verhaltnis handeln. Die Vorgabe anderer Kriterien ist ebenso moglich, wobei 
cine Anpassung der iibngen Syslcmparamclcr daranl hin slalllindel. 

Millcls Bciiui/.erfiihrung konnlcn iru Dialog Hilfestellungen oder Losungen fur vorgegebene Probleinsilualionen an- 
geboten werden. Bei den Problemsituationen konnte es sich um unterschiedliche Problemfalle handeln, so beispielsweise 40 
run den Pioblemfall, wonach die Probe (bei Fluoreszenzobjekten) zu stark blcichl , wonach die Bilddaten zu "verrauscht" 
sind, wonach die MeBzeit zu lange ist oder wonach die Aufiosung der Bildaufnahme zu gering ist. Entsprechend dieser 
Problemsituation werden im Dialog Hilfestellungen bzw. Losungen angeboten, die vom Benutzer unter Zugrundelegung 
voreingeslellter Systemparameter auswahlbar sind. Unter Zugrundelegung der im Dialog gelieferlen Hilfestellungen ist 
die Optimierung - im Dialog - moglich. 45 

Ebenso ist es denkbar, daB zumindest teilweise voneinander abhangige oder einander entgegenwirkende Systempara- 
meter mittels Algorithmus bzw. anhand entsprechender Gleichungen bestimmt werden. Dabei kann es sich um Gleichun- 
gen gemaB Anhang handeln. 

Des weiteren ist es denkbar, daB die Systemparameter unter Berucksichtigung sich gegenseitig ausschlieBender Eigen- 
schaften bzw. Einstellungen im Dialog vorschlagen und nach Auswahl sowie gegebenenfalls nach Bestatigung automa- 50 
tisch eingestellt werden. Diese sich gegenseitig beeinflussenden oder gar ausschlicBenden Eigenschaften sind in Fig. 1 
im Sinne eines "Qualitatsdreiecks" dargestellt. Bei den sich gegenseitig ausschlieBenden bzw. einander entgegenwirken- 
den Faktoren handelt es sich um die maximale Aufiosung, maximale Helligkeit und maximale Aufnahmegeschwindig- 
keit. 

In besonders vorteilhafter Weise werden die Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben aus einem in der 55 
Datenbank abgelegten Expertensystem abgerufen, wobei dieses Expertensysteni einerseits lirlahrungswerte und ande- 
rerseits Algorithmen unter Berucksichtigung des Qualitatsdreiecks umfassen kann. Des weiteren ist es denkbar, daB die 
Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben unter Verwendung von Fuzzy-Logic ermittelt und nach Auswahl 
oder automatisch - gegebenenfalls nach Bestatigung durch den Benutzer - eingestellt werden, wobei MaBnahmen nach 
Fuzzy-Logic dem Expertensystem einverleibt sein konnen. 60 

Die Benutzertuhrung konnte des weiteren derart ausgelegt sein, daB bei Vorgabe und/oder Anderung mindestens eines 
Systemparameters im Dialog mitgeteilt wird, daB und bejahendenfalls inwiefern die Bildaufnahme im Hinblick auf eine 
Eigenschaft der Bildaufnahme, so beispielsweise im Hinblick auf die Aufiosung, das Sampling, etc. beeinfluBt wird. In- 
soweit handelt es sich um ein "weitsichtiges" System zur Benutzerfiihrung, wonach namlich Auswirkungen in Bezug auf 
die Qualitat mitgeteilt werden. Des weiteren ist es von Vorteil, wenn dem Benutzer vor, wahrend und nach der Bildauf- 65 
nahme eine Information hinsichtlich der Qualitat der zu erzielenden Bildaufnahme \ ermii leh wird, um namlich iiberpru- 
fen zu konnen, ob die Bildqualitat unter Zugrundelegung einerseits der ausgewahlten und andererseits der vom System 
vorgegebenen Systemparameter ausreieht. 
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Die vom Benutzer eingestellten bzw. veranderten Aufnahme- bzw. Systemparameter konnten vom Aufnahmepro- 
granmi analvsierl werden. l-'ails ein oder inchiviv Systeniparameter vom Benutzer "falsch" eingestelll wurdcn, kann das 
Programm automatisch und in Eigeninitiative den Benutzer in einen Dialog fiihren. mit dem Ziel, eine optimale System- 
einstellung wiederherzustellen. I fierzu nittBte ein "Qualitats-Damon-Modul" des Programms wahrend der Benutzung 
5 laufend die aktuellen Systemparameter analysieren und bei nicht-optimaler Einstellung das Dialog-Modul automatisch 
aufrufen. 

SchlieBlich konnte die Benutzerfuhrung in ganz besonders vorteilhafter Weise, insbesondere zur Einfiihrung neuer Be- 
nutzer, ein Lernproj DiaLog ftihren, wonach der Benutzer zu optimalen Aufnahmestrategien angeleitet wird, 
und zwar unter Zugrundelegung objekt- oder problemspezifi seller Systemeinstellungen. Das im Dialog gefiihrte kern- 

10 programm konnte auch als Trainingsprogramm fur bereits erfahrene Benutzer ausgelegt sein, urn namlich die Arbeits- 
qualitat der mit dem Fluorcszcnzmikroskop arbcitenden Benutzer stcigcrn zu konncn. 

GemaB Fig. 1 schlieBen sich drei Merkmale bei der konfokalen Laserscarauikroskopie gegenseilig aus, iriimlidi die 
maximale Aufnahmegeschwindigkeit, die maximale Auflosung und die maximale Helligkeit. Will ein Benutzer bei- 
spielsweise eine hohe ( )rKuillosung envichen, so ist ein langes Scannen ert'orderlich. Das so erhaltene Signal ist meist 

15 stark reduziert. Ebenso verhaltes sich mit den anderen GrdGen, die in Fig. 1 imRahmen desdortigen "Qualitatsdreiecks" 
dargcstellt sind. 

Bei der konfokalen Laserscanmikroskopie ist der Benutzer einer enlsprechenden Vorrichtung grundsatzlicb mit den 
folgenden ProbleiiislellLingen konlrontiert: 

20 - die Probe bleicht bei Fluoreszenzobjekten zu stark, 

- die Bilddaten sind "verrauscht", 

- die MeBzeit ist zu lang und 

- die Aufl5sung der Bildaufnahme ist zu gering 

25 Durch Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird dem Benutzer eine Benutzerfuhrung bzw. ein Computer- 
Dialog an die Hand gegeben, wonach je nach konkreter Anwendung eine optimale Systemeinstellung moglich ist und 
entsprechende Aufnahmestrategien vorgeschlagen werden und vom Benutzer auswahlbar sind. Jedenfalls kann bei der 
Optimierung das in Fig. 1 gezeigte "Qualitatsdreieck" einbezogen werden. 

Des weiteren werden dem Benutzer mit dem erfindungsgemaBen Vcrlalnvn llillsinillel /xir Hand gegeben. die es ilnii 

30 ermdglichen, in Fonn einer computergestiitzten Benutzerfuhrung fur alle nur denkbaren Problerustellungen, insbeson- 
dere fur die vier vorgenannten haufigsten Prohlemstellungen, Tiisungsvorschlage zu erhalten, und zwar auch unter Zu- 
grundelegung auswiihlbarcr Voreinslellinigen. Solera der Benui/.erllihrung ein lixperlensvsieni emverleibl isl, kann der 
Benul/cr aul lirlahrungswcrle versehiedensler niikroskopischcr Anwcndungcn und I'ragestellungen /.uriiekgrcil'cn. Da- 
bei ist es wiederum denkbar, ein lernfahiges System zu realisieren, d. h. eine sich mit jeder positiv beschiedenen Bildauf- 

35 nahme automatisch oder nach ausdriicklicher Bestatigung seitens des Benutzers erweiternde Datei. Verfahren wie 
"Fuzzy-Logic" konnen implementiert werden, woraus sich die Systemeinstellungen weiter optimieren lassen. 

Hinsichtlich des Verfahrensablaufs und einer dort stattnndenden Optimierung wird unter Bezugnahme auf die voran- 
stehenden Ausfiihrungcn auf Fig. 2 vcrwicscn. 

Zur Vcrdeullichung der beanspruehlen Lehre sei naehfolgend ein konkretes Ausfuhrin]gsbeis|>iel erlaiilerl. Danach 

40 wird sich auf die bei bekannten Systemen zur Verftigung stehenden Einstellungsmoglichkeiteri beschrankt. Die verwen- 
dete Probe ist ein mit Fluorescein gefarbter Drosophila Embryo. Dessen Abmessungen betragen lateral ca. 200 um und 
axial ca. 100 um. Die maximale Dichte p der Farbstoffmolekule und die Eigenschaften des verwendeten Farbstoffs, wie 
die Bleichrate A, die Lebensdauer des angeregten Singulett- bzw. Triplettzustandes Is bzw. It. die Wahrscheinlichkeit 
W T iur den tJbergang in den Triplcll/.usland, der Wirkungsquerschnilt (J sowie die Emissions- und Anregungswellen- 

45 lange ^Em und A, Ex , sind hinreichend genau bekannt: 



^ Era = 520 nn 
It = 10- G s 
A = 3-10- 5 
P 

= 200 unf 3 



X Ex = 490 nm 
x s = 4,5 ■ 10" 9 s 
W T = 0,03 



Um die optimale Anpassung des Systems an die zu untersuchende Probe und an die Benutzerforderungen zu gewahr- 
55 leisten, werden folgende Verfahrensschritte realisiert: 

1. Wahl des zu verwendenden Objektivs. Dieses folgt direkt aus den Abmessungen der zu untersuchenden Probe. 
Aus der minimalen lateralen Aufiasimg folgt die einzustellende Pixelzahl pro Bildebene. 

2. Bestimmung der optimalen Bestrahlungsstarke im Fokus aus der Aufnahmezeit und den Eigenschaften der Fluo- 
60 reszenzmolekiile. 

3. Berechnung der einzustellenden Laserleistung aus der Fokusflache und der optimalen Bestrahlungsstarke im Fo- 

4. Bestimmung des Detektionspinhole-Radius als KompromiB zwischen erwarteter Auflosung und erwartetem Si- 
gnal-Rausch-Verhaltnis im Bild. Die Zahl der optischen Schnitte folgt aus der axialen Auflosung. 

65 5. Anpassung der Photomultiplier-Spannung an das zu erwartende Signal-Rausch-Verhaltnis im Bild. 

Ftir das konkrete Beispiel ergeben sich folgende Informationen: 

1. Der maximale AbbildungsmaBstab des Objektivs sollte 50 (10 mm/200 um) nicht Liberschreiten und dessen Arbeits- 
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abstand sollte in der GroBenordnung der Probendicke (0, 1 mm) liegen. Die numerische Apertur (NA) ist unter diesen Ne- 
benbedingungen maximal zu wahlen. Man findet folgendes Objektiv: 

M = 40, WD = 80 urn, NA = 1,0 

5 

Die latcralc Auflosung des Mikroskops licgt mit dem gcwahltcn Objektiv und unter Bcriicksichtigung der angegebc- 
nen Eniissionswellenlange der Fluoreszenzmolekiile zwischen 210 nm und 320 nm. Der genaue Wert ist abhangig vom 
eingestellten Pinhole-Radius. Unter Beachtung des Nyquist -Theorems betragt die Zahl der pro Zeile aufzunehmenden 

2 

«, = 200 bun] 

'res 

und liegt somit. zwischen 1 920 und 1 260. Beim verwendeten System kann die Pixelzahl im Bild auf die Werte 256 2 , 5 1 2 2 
oder 1024 2 eingestellt werden. Im gegebenen Beispiel ist die maximale Pixelzahl von 1024 2 zu wahlen. Da diese Zahl 15 
untcrhalb der nach Nyquist bcrcchncten Werte licgt, kann cs scin, daB Artcfaktc im Bild auftrctcn. Ist dies der Fall, muB 
enlweder das Scanfeld mit Hilfe des Zooms verkleinerl werden, oder ein Objektiv mil kleinerer numerischer Apertur ver- 
wendet werden. 

2. Die Aufnahmezeit pro Pixel ergibt sich aus der Aufnalimezeit pro Bildebene und der Zahl der Pixel pro Bildebene. 
Es ist zu beachten, daB durch das Riicksetzen des Scanspiegels nach jeder Bildzeile nur ca. die Halfte der Aufnahmezeit 20 
zur Detektion genutzt wird. Bei einer Aufnahmezeit pro Bildebene von ca. 2 Sekunden erhalt man fur die Aufnahmezeit 
pro Pixel ca. 1 us; die fur das Bleichen enlscheidende Beslrahlungszeit pro Pixel betragt ca. 2 ps. 

Die Berechnung der optimalen Bestrahlungsstarke ergibt sich wie folgt: 




25 



bzw. 30 
E r = l - « 9,5 .lO^^T 611 ] 

Fiir den Fall, daB Triplettzustande vernachlassigt werden konnen, ergibt sich im konkreten Beispiel eine urn Faktor 8 35 
groBere optimale Bestrahlungsstarke E s . Die Vernachlassigung ist im AUgemeinen dann gerechtfertigt, wenn die Detek- 
tionszeit pro Pixel kleiner als die Lebensdauer des Triplettzustandes ist. Liegt die Detektionszeit in der GroBenordnung 
der Lebensdauer des Triplettzustandes, wie im vorlicgcndcn Beispiel, sollte dcrcn Existcnz bei der Berechnung der op- 
linialen Beslrahlunjjsslarkc beriicksicliligl werden. 

Es ist zu bcachlon. vlaB beide Werte auf der Erkenntnis beruhen, daB das beste Signal-Rausch-Vehiiltnis im Bild er- 40 
reicht wird, wenn die Emissionsrate gleich der Anregungsrate der Fluorcs/.en/.molckiilc ist, Grundsal/.lich naherl sich 
das System diesem Gleichgewicht exponentiell an. Die Berechnung von E s ignoriert. die Existenz der Triplettzustande 
und macht die Annahme eines Gleichgewichts zwischen angeregtem Singulett- und (jrundzustand. Die Berechnung von 
Br gehl von eineni solorlijicn lirreichen des ( Ilcichgeu iehls /» isehen alien drei Ziislandcn aus. Uni wahrend der gesam- 
ten Bestrahlungszeit ein Gleichgewicht zwischen Anregungs- und Emissionsrate zu erhalten, muBte die Bestrahlungs- 45 
starke in dieser Zeit exponentiell von E s nach E T streben. Beide Werte stellen also in jedem Fall eine mehr oder weniger 
gute Naherung dar. 

3. Bei der benutrten Wellenlange von 488 nm haben die Photonen eine linergie von ca. 4 • 10" 19 J. Die Fokusflache 
FFokus = Jt • r A iry 2 betragt ca. 2,8 • 10" 13 m 2 . Damit erhalt man einen StrahlungsfluB <E> von: 

50 

<D = hv • E T • F Foius » 100 nW 

Da nur ca. 10% des eingekoppelten Strahlungsflusses in den Fokus des Objektivs gelangen, ist die Laserleistung auf 
ca. 1 mW einzustellen. Fiir den Fall, daB Triplettzustande vernachlassigt werden konnen - also bei kiirzeren Aufnahme- 
zeiten - ergibt sich fiir Fluorescein eine einzustellende Laserleistung von ca. 8 mW. 55 

4. Die Zahl der benotigten optischen Schnitte erhalt man aus der Dicke der Probe, dem axialen Aufiosungsvermogen 
und dem Nyquist- Theorem. Da eine Einstellung des Detektions- Pinholes iiber 8 optische Einheiten zu einer schlechten 
Bildqualilai fiihri, liegt die axiale Auflosung zwischen 0,6 um und 1,8 pm. Die Zahl der optischen Schnitte liegt damit 
unter Ausnutzung des gesamten Arbeitsabstandes zwischen 270 und 90. Da nur mit einem einzigen Kanal detektiert 
wird, liegt die GroBe des aufgenommenen Datensatzes damit zwischen 270 und 90 Megabyte. Evtl. kann die Zahl der op- 60 
tischen Schnitte an dieser Stelle auch praktisch durch den Arbeitsspeicher des Systems begrenzt sein. 

Im allgemeinen strebt der Anwender nach dem maximalen axialen Aufiosungsvermogen. Das Signal-Rausch-Verhalt- 
nis soil dabei eine bestimmte Schwelle nicht unterschreiten. 

Bei einem eingestellten Detektionspinhole-Radius von ca. 2 optischen Einheiten erreicht das Mikroskop nahezu das 
maximale axiale Aufiosungsvermogen. Das laterale Aufiosungsvermogen betragt ca. 260 nm. 65 

Aus der axialen Auflosung z^, der Dicke der Probe und dem Nyquist-Theorem erhalt man die Zahl der aufzunehmen- 
den Schnitte n z : 
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Aus der axialen Auflosung und der lateralen Auflosung erhalt man unter der Annahme eines ellipsoid-formigen Fokus 
das dctckticrtc Pixclvolumcn V P i xe i: 

V ?M =\-vz KS -rJ *0,17nm-3. 

Die maximalc Dichtc p der Fluorcszcnzmolckiilc bctragt 200 Molckiilo pro um 3 . Damit bctragt die Zahl der Molckiilc 
im Fokus N Fo i; US : 

N F okus = p-Vp kel «34 

Bei oplinial eingeslelller Beslrahlungsslarke ist die Emissionsratc E-, gleich der Anrcgungsrate. Das hciBt, im dyna- 
misclien Gleidigewichl hcJimkm sich die cine Hall'le der Molekiile im Grundzustand und die andere im angereglen Zu- 
stand. Im vorliegenden Beispiel sind Triplettzustande nicht vernachlassigbar. Die Emissionsrate pro Molekiil betragt da- 



si 15 (IS" 1 . 



2-(r s +W T .r T ) 



Bei einer Detektionszeit von 1 ps werden damit pro Pixel ca. 510 Photonen emittiert. Da das System beim verwende- 
ten Objektiv nur ca. 1% aller emittierten Photonen detektiert, erhalt man fur die detektierle Signalhohe einen Wert von 
ca. 5 Photonen pro Pixel. Dies entspricht einem Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) von ca.: 



30 Liegt dieser Wert unterhalb der vom Anwender vorgegebenen Schwelle, muB auf Auflosung verzichtet werden. Damit 
steigt das detektierte Pixelvolumen und somit die Zahl der detektierten Photonen pro Pixel. AuBerdem nimmt. die Zahl 
der aufzunehmenden Schichten ab, was zu einem geringeren Ausbleichen der Probe ftihrt. 

Verzichtet man nicht zugunstcn cincs besscren Signal-Rausch-Vcrhaltnisscs auf Auflosung, bleibl die Zahl der opli- 
schen Schnitte bei 270. Das bedeutet, das die gesamte Probenflaehe 270 mal fur die Zeit von 2 ps der oben berechneten 

35 Bestrahlungsstarke ausgesetzt ist. Der Anteil der danach noch nicht gebleichten Molekiile n/no betragt: 

n, \ 2-(r,+r T -r I ) 

40 

Da die Vloglichkeil Jer 1 iiiiohung der Aufnahnie./.cit mit der Zunahme der Bildschnitte im benutzten System nicht vor- 
gesehen und technisch schwer zu realisieren ist, bewirkt das Ausbleichen der Probe, daB die Helligkeit. der zuletzt aufge- 
nommencn Schichten ca. SO' ( der zuerst aufgenommenen Schichten betragt. Das Signal-Rausch-Verhaltnis wird auf ca. 
2 reduziert. 

45 5. Wird auch dieses Signal-Rausch-Verhaltnis vom Anwender akzeptiert, ist nur noch die Photomultiplier-Spannung 
an die maximal /» crw ailcm c Signalhohe von ca. 5 Photonen pro Pixel an/aipassen i ur die gegehene Aiilnaliiiie/.eil pro 
Pixel ergibt sich eine Photomultiplier-Spannung von ca. 720 V. 

lis ist zu bemerken, daB die verwendete Probe eine verhalfnismaBig hohe Dichte an Fluoreszenzniolekiilen aul'wcisl. 
In der Praxis kann es vorkommen, daB Proben mit weniger als 10 Molektilen pro ,um ; betrachtel werden. Um ausrei- 
50 chende Aufnahmequalitaten zu erzielen, muB in solchen Fallen iiber mehrere Messungen gemittelt werden. 

Die Febcnsdauer des Triplell/uslaiules kann dnicli die Anwescnlieil von /.. B. Sauerslnlf nxlu/icrt werden, nder liegl 
bei vielen Farbstoffen schon im isolierten Zustand unter der des Fluorescein-Triplettzustandes. Im vorliegenden Beispiel 
bewirkt eine Verkiirzung derLebensdauer der Triplettzustande eine Erhohung der optimalen Bestrahlungsstarke, hohere 
Emissionsraten und damit auch ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis im Bild. Allerdings wird die Probe wahrend der 
55 Aufnahme aufgrund der hoheren Strahlenbelastung starker ausgebleicht. 

Das Speklriini der Bleichralcn isl hci den unlcrschiedlicbcn 1'arbslofi'en sehr weil gefacherl abliangig von der Um- 
gebung der Molekule und kann bei festen Praparaten durch Anti-Bleichmittel um ein Vielfaches reduziert werden. Die 
Bleichrate von Fluorescein stellt einen typischen mittleren Wert dar. 

AbschlieBend sei ganz besonders hervorgehoben, daB die voranstehend genannten Verfahrensschritte und Ausfiih- 
60 rungsbeispiele bevorzugte Ausgestaltungen darstelien, die erfindungsgemaBe Lehre jedoch nicht auf diese Ausfuhrungen 
des beanspruchten Verfahrens einschranken. Samtliche Verfahrensschritte lassen sich unter Bezugnahme auf die gemaB 
Patentanspruch 1 beanspruchte Lehre auch in isolierter Form anwenden, und zwar unabhiingig von den iibrigen Patent- 
anspriichen. 




65 
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Anhang 

Numerische Apertur des Objektivs 
NA = n sin a 

Geometrische Quantenefflzienz des Objektivs 
QliobjeMv = 0,5(1-cosa) 
Durchmcsscr dcr Eintrittspupillc des Objektivs 
d EP = 2-f 0 NA 



ft 



nweite des Objektivs (200 nun = Fokus der Tubuslinse) 

200 mm 



M 

Kantenlange des Sehfeldes (Z = 1 Maximales Sehfeld) 

L' 



sin = ypn/p 

Zahl der unterscheidbaren Graustufen 
g = 1 + S/N 
Information im Bild 
Inf = n p • log 2 (g) 

Axiales Auflosungsvermogen nach Kino 

0,45 I 
ZKino ~n(l-cosa) 

Lalcrales Auflosungsvermogen nach Kino 

_0,4A 

Laterales Auflosungsvermogen des konventionellen Mikroskops 

_0,6U 

rui ~~W 

Radius des zentralen Airy Scheibchens im Objekt 
Umrechnung physikalischer Einheiten in opdsche Einheiten 

i> = £-rsina 

« = 4-&-z-sin 2 — 
2 

Fit fur die axiale Auflosung unter Beriicksichtigung des Pinholeradius 

z =c .f o^.x e -^ + vo 

n(l-cosa) 2-7riVA-tana/2 
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C = \Al— in Fluoreszenz 



Anregungsrate der Fluoreszenzmolektile 

_ Ea 
Ex = - — 
hv 

Emissionsrale der Fluoreszenzmolekiile 

Em = -^— 

T 1/2 

Optimale Bestrahlungsstarke im Fokus 
Signalhohe bei oplimaler Beslrahlungsslarke 



S/N in Abhangigkeit von Signalhohe und Laserrauschen 

s 

35 Erwartetes S/N bei angelegter Photomultiplierspannung 
40 ; +iV L«r 



45 

1. Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops, wobei die 
Einstellung der Systemparameter iiber einen Steuercomputer erfolgt, gekennzeichnet durch eine Benutzerfflhrung 
im Dialog, wobei dem Henutzer auf Kingabe mindestens eines Objektparameters und/oder mindest.ens eines ggf. 
auswahlbaren Systemparameters EinstelLungen der iibrigen Systemparameter vorgeschlagen werden und/oder die 

50 iibrigen Systemparameter automatisch eingestellt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB auf Eingabe mindestens eines Objektparameters und/ 
oder mindestens eines ggf. auswahlbaren Systemparameters und/oder mindestens einer deflnierbaren Problemstel- 
lung betreffend die Bildaufnahme und/oder betreffend das aufzunehmende Objekl Optimierungsptade zur System- 
einstellung und/oder Aufnahmestrategien vorgeschlagen werden. 

55 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daJS die Systemparameter einer ausgewahlten Systemein- 

stellung oder Aufnahmestrategie automatisch eingestellt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die aufzunehmende Ob- 
jektdimension eingegeben oder ausgewahlt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog der aufzunehmende Ob- 
60 jektbereich eingegeben oder ausgewahlt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die Anzahl der optischen 
Schnitte eingegeben oder ausgewahlt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die aufzunehmende Ob- 
jekteigenschaft eingegeben oder ausgewahlt wird. 

65 8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die Nachweismethode ein- 

gegeben oder ausgewahlt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Nachweismethode urn die Anwendung 
des Fluoreszenzverfahrens handelt. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Nachweismethode um die Anwen- 
dung des Refiexionsverfahrens handelt. 

11. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die Verwendung eines 
geeignelen ( )bjeklivs mil moglichst holier numerischcr Apertur zur lirzielung maximaler Auflosung vorgeschlagen 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die mit dem ausgcwahltcn Objcktiv ma- 
ximal erzielbare Auflosung mitgeteilt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die unter Zugrundelegung aus- 
gewahlter bzw. ermittelter und ggf. bereits eingestellrer Systemparameter aktuelle Auflosung mitgeteilt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB im Dialog die Anzahl der Pixel pro 
Bildcbenc vorgeschlagen wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die im Dialog einzugebende oder 
auszuwahlende Objekteigenschafl zur Ermittlung der optimalen Bestrahlungsstarke dient. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, daB die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Laserleistung 
im Dialog vorgeschlagen wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Lascrleistung 
automatisch eingestelll wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB zur Einstellung des Detektionspin- 
hole-Durchmessers ein optimierter Wert im Dialog vorgeschlagen wird, bei dem die Auflosung der Bildaufnahme 
bei noch brauchbarem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme maximal ist. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB zur Einstellung des Detektionspin- 
hole-Durchmessers ein opliinierler Werl im Dialog vorgeschlagen wird, bei dem das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis 
der Bildaufnahme bei noch brauchbarer Auflosung der Bildaufnahme maximal ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB bei Vorgabe oder Veranderung 
mindestens eines Systemparameters im Dialog alle diejenigen Systemparanieier niilgeleilt werden, die durch die 
Vorgabe oder Veranderung beeinfluBt werden. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB mittels Benutzerfiihrung im Dialog mitgeteilt wird, 
wie unter Zugrundelegung der Vorgabe oder der Veranderung eines Systemparameters eine Bildaufnahme mit best- 
inogliclicr Qualiliil realisierhar isl. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein fur die Aufnahme 
bzw. Applikation wichtiges Kriterium zu dessen Optimierung vorgebbar ist. und daB aufgrund dieser Vorgabe die 
weiteren Systemparameter im Dialog vorgeschlagen und/oder automatisch eingestellt werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet, daB cs sich bei dem vorgcgcbcncn Kriterium um das zu 
erzielende Signal-zu-Rausch-Verhaltnis handelt. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB mittels Benutzerfiihrung im Dialog 
Hilfestellungen oder Losungen fur vorgegebene Problemsituationen angeboten werden. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den Problemsituationen um die Pro- 

"die Probe bleichl zu stark (bei I 'luoreszenzobjekten)" und/oder 
"die Bilddaten sind verrauscht" und/oder 

- "die MeBzeit ist zu lange" und/oder 

- "die Auflosung ist zu gering" 
handelt. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB unter Zugrundelegung der Hilfeslstellungen 
die Optimierung im Dialog durchfiihrbar ist. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB the zumindest teilweise voneinan- 
der abhangigen Systemparameter mittels Algorithmus bestimmt werden. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27, dadurch gekennzeichnet. daB die Systemparameter unter Be- 
riicksichtigung sich gegenseitig ausschlieBender Eigenschaften bzw. Einstellungen im Dialog vorgeschlagen und 
nach Auswahl oder automatisch eingestellt werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet. daB die Systemparameter unter Be- 
riicksichtigung der Vorgaben aus einem in einer Datenbank abgelegten Expertensystem abgerufen werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 29, dadurch gekennzeichnet. daB die Systemparameter unter Be- 
rucksichtigung der Vorgaben unter Verwendung von Fuzzy-Logic ermittelt und nach Auswahl oder automatisch ein- 
gestellt werden. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB bei Vorgabe und/oder Anderung 
mindestens eines Systemparameters im Dialog mitgeteilt wird, daB und bejahendenfalls inwiefern die Bildauf- 
nahme im Hinblick auf eine Eigenschaft der Bildaufnahme. so beispielsweise im Hinblick auf die Auflosung, das 
Sampling, etc., beeinfluBt wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 31, dadurch gekennzeichnet, daB dem Benutzer vor, wahrend und/ 
oder nach der Bildaufnahme eine Information hinsichtlich der Qualitat der zu erzielenden Bildaufnahme vermittelt 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB ein den Benutzer im Dialog fiih- 
rendes Lernprogramm zur optimalen - vorzugsweise objekt- und/oder problemspezifischen - Svstemeinstellung 
und/oder Aufnahmestrategie aktivierbar ist. 
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